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Het onderzoek, beschreven in deze thesis, is voornamelijk gericht op het ontwikkelen 
van alternatieven voor dierproeven op gebied van genotoxiciteitstesten met behulp van 
toxicogenomics. Het voornaamste doel was het identificeren van een set merkers die 
een effect hebben op de genexpressie en die in staat zijn verbindingen te toetsen op hun 
genotoxisch vermogen in een relevant in vitro model. Daarnaast werd de genexpressie 
data gebruikt om de onderliggende moleculaire mechanismen, die gepaard gaan met 
chemische carcinogenese, te bestuderen. 
In vitro levermodellen worden frequent gebruikt in toxicologische studies omdat de 
lever een belangrijke rol speelt in het metabolisme van vele verbindingen en omdat, in 
systemische toxiciteit, de lever een belangrijk doel-orgaan is (1, 2). Levercellijnen, 
primaire hepatocyten culturen en lever coupes van verschillende diersoorten zijn goed 
ingeburgerd als in vitro systemen voor dergelijke studies (1, 2, 3). Aangezien lever 
coupes een zeer korte levensduur hebben en cellijnen een groot deel van de leverspeci-
fieke functies verloren hebben worden primaire hepatocyt culturen bij voorkeur gebruikt 
voor in vitro studies op gebied van lever toxiciteit (3, 4, 5). Primaire hepatocyten cultu-
ren van de mens en rat zijn veelgebruikte in vitro systemen in toxicologische studies. 
Primaire hepatocyten culturen van de muis zijn echter minder goed beschreven, maar 
muizen modellen worden steeds belangrijker in de toxicologie omdat transgene muizen 
modellen de mogelijkheid geven om de mechanismen van toxiciteit te bestuderen. Bo-
vendien is leverkanker de meest voorkomende kanker in muizen. Om deze redenen 
werden, in dit onderzoek, primaire muizen hepatocyten onderzocht. 
 
Als strategie om de mogelijke kankerverwekkende eigenschappen van chemische ver-
bindingen te identificeren werd een gedifferentieerde aanpak gebruikt. Ten eerste wer-
den in vitro en, indien noodzakelijk, in vivo genotoxiciteitstesten uitgevoerd, gevolgd 
door carcinogeniciteitstesten in dieren. De klassieke 2 jaar durende knaagdier bioassay, 
gebruikt om chemische stoffen te beoordelen op hun carcinogeen vermogen, is erg duur 
en tijdrovend omwille van het gebruik van een groot aantal dieren en grote hoeveelhe-
den van de teststof en heeft daarnaast ook een aantal ethische bezwaren. Bovendien 
wordt de betrouwbaarheid, de relevantie en de doeltreffendheid van deze in vivo testen 
onderworpen aan tal van onzekerheden met betrekking tot de risico- extrapolatie van 
dier naar mens. Daarom wordt het gebruik van in vitro modellen voor het voorspellen 
van de in vivo carcinogeniciteit bij de mens steeds meer overwogen (6). Eerdere in vitro 
systemen die gebruikt werden voor de identificatie van het genotoxische, en dus moge-
lijk kankerverwekkend vermogen van chemische stoffen, zijn de bacteriële Ames test, 
de muislymfoom test, de micronucleus test en de chromosoom aberratie test (7). Deze 
systemen hebben het voordeel relatief eenvoudig en goedkoop te zijn. Een belangrijk 
nadeel van deze in vitro genotoxiciteitstesten zijn echter de van extreem veel vals-
positieven die uit deze test komen ten opzichte van de in vivo genotoxiciteit en carci-
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nogeniteit resultaten (7). Dit vraagt om betere in vitro testen voor het voorspellen van 
genotoxiciteit en carcinogeniteit die minder valse positieven voortbrengen. 
Genomics-technologieën zijn in staat de functie van het complete genoom te onderzoe-
ken met behulp van expressie analyses op het niveau van transcriptie (transcriptomics), 
translatie (proteomics) en metabolisme (metabonomics). De combinatie van deze tech-
nologieën met de benodigde bio-informatica hulpmiddelen, zal leiden tot een revolutie 
in de huidige risico- en gevaren-evaluatie. 
Hypothetisch gezien zal de toxicogenomica leiden tot de identificatie van zogeheten 
“fingerprints”, een reeks van genexpressie-effect merkers die in staat zijn om verbindin-
gen te testen op hun carcinogeen vermogen. Deze genexpressie “fingerprints” zouden 
negatief moeten zijn voor niet-kankerverwekkende stoffen en positief moeten zijn voor 
de chemische kankerverwekkende stoffen, terwijl ze in staat moeten zijn een onder-
scheid te maken tussen de GTX en NGTX carcinogenen en tussen echte en valse posi-
tieve GTX verbindingen. Bovendien zouden ze zeer vergelijkbaar moeten zijn tussen 
het proefdier model en de mens. 
Uiteindelijk zou dit kunnen leiden tot de ontwikkeling van een voorspellende high-
throughput test die meer specifiek, toegewijd, goedkoper en sociaal meer aanvaardbaar 
is dan de momenteel beschikbare diermodellen en die, bovendien, gebruikt kan worden 
in procedures voor chemische veiligheid als een alternatief voor de huidige testen in 
knaagdieren. 
Het doel van dit proefschrift is het evalueren en optimaliseren van het gebruik van in 
vitro primaire hepatocyt culturen van de muis om sets van genexpressie-effect merkers 
te identificeren die in staat zijn onderscheid te maken tussen echte en valse positieve 
genotoxische kankerverwekkende stoffen. 
 
 
HepG2 studie 
 
Om de optimale tijdstippen voor profilering van genexpressie in cellen in vitro te bepa-
len werden eerst tijdsafhankelijke veranderingen in de cellulaire respons na blootstelling 
aan een bekend carcinogeen onderzocht, met de bedoeling om dit verder toe te passen in 
de primaire muizen hepatocyten (8, 9).  Het is reeds in ons laboratorium aangetoond dat 
genexpressie-profielen gebruikt kunnen worden om genotoxische van niet-genotoxische 
carcinogenen te dicrimineren (10). Tijdsafhankelijke effecten werden echter nog niet 
onderzocht en daarom werden de eerste experimenten uitgevoerd in de menselijke hepa-
toom (HepG2) cellen, beschreven in Hoofstuk 2. De veranderingen in de genexpressie-
profielen van HepG2-cellen, veroorzaakt door het model carcinogeen Benzo(a)pyreen 
(BaP), werden, met betrekking tot DNA-adduct niveaus en celcyclus distributie, onder-
zocht op 12 tijdstippen na de blootstelling. 
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In deze gedetailleerde tijdsreeks studie werden, na blootstelling van de cellen aan de 
kankerverwekkende stof BaP, talrijke tijdelijke veranderingen in genenclusters waarge-
nomen. Dit levert daarmee een ongekend inzicht in de tijdsafhankelijke interacties van 
de betrokken processen en pathways. De meest interessante effecten werden waargeno-
men met betrekking tot DNA-herstel. Zowel base excisie herstel als globaal genomisch 
herstel correleerde met DNA-adducten en werden veroorzaakt vanaf 9/12 u tot 60 u, 
wanneer de adducten nog steeds aanwezig zijn. 
De resultaten van deze studie suggereren bovendien ook dat wanneer de celniveaus in 
de G1-fase laag zijn en DNA adduct niveaus hoog zijn, het metabolisme van de cellen 
voornamelijk gericht is op die van de nucleotiden, terwijl het metabolisme van amino-
zuren en lipiden omlaag gereguleerd is. Zodra de celcyclus distributie weer normaal is 
en de meeste DNA-adducten hersteld zijn, keren de metabole processen terug tot het 
controle niveau. Bovendien zijn verscheidene reactie pathways in genexpressie, trans-
criptie en translatie in opeenvolgende perioden omhoog gereguleerd. 
Al deze waarnemingen wijzen erop dat de cellulaire transcriptoom strikt gereguleerd is 
en dat het zich aanpast aan de veranderende behoeften van de cellen na acute blootstel-
ling aan een carcinogeen. Tijdsafhankelijke effecten van BaP op genexpressie-profielen 
werden waargenomen, waaruit blijkt dat er verschillende tijdstippen moeten worden 
geëvalueerd op genexpressie-profilering in de volgende studies met primaire muis hepa-
tocyten. 
 
 
Hepatocyt-gebaseerd muizen in vitro model 
 
Tot nu toe werden de primaire muizen hepatocyten niet vaak gebruikt in de toxicologie. 
Daarom werd het potentiële nut van een in vitro muizen hepatocyten model voor toxico-
logie beoordeeld door de tijdsafhankelijke bevoegdheid tot het metabolisme van xeno-
biotica en de stabiliteit van genexpressie-profielen te onderzoeken in Hoofdstuk 3. 
Genexpressie-profielen bleken zeer verschillend zijn tussen de drie geanalyseerde tijd-
stippen (0, 42 en 90 uur). Deze tijdsafhankelijke veranderingen kunnen worden toege-
schreven aan de aanpassing van de primaire hepatocyten aan hun in vitro omgeving. 
Maar de genexpressie-profielen van de replica’s echter, bleken zeer vergelijkbaar te zijn 
per tijdstip, ondanks dat er, onmiddellijk na de isolatie van de cellen, grotere verschillen 
tussen de dieren werden waargenomen. Dit kan worden veroorzaakt door variatie in de 
initiële stress veroorzaakt door de enzymatische scheiding en isolatie van hepatocyten 
(11). Deze inter-dier variabiliteit is minder duidelijk in de latere tijdstippen, wat aan-
geeft dat de stress responsen vervagen.  
Pathway analyse, gebruikt voor de identificatie van de biochemische pathways en bio-
logische processen die differentieel tot expressie werden gebracht, onthulde initiële 
effecten op het niveau van de externe signalerings pathways en energieproductie genen-
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sets. Latere effecten werden waargenomen voor genensets die verband houden met 
transcriptie, translatie en membraan- en celcyclus-gerelateerde effecten. Het algemene 
beeld op basis van deze pathway analyses, was dat de leverspecifieke functies continu 
afnamen en dat, in het algemeen, cellulaire organisaties voortdurend omhoog geregu-
leerd werden. 
Om de metabole bevoegdheid van sandwich-gekweekte muizen hepatocyten meer in 
detail te onderzoeken, werden genexpressie-profielen van fase I en fase II biotransfor-
matie-enzymen geëvalueerd tijdens de kweekperiode. In het algemeen nemen de ex-
pressiewaarden van alle fase I biotransformatie-enzymen af gedurende de gehele 
kweekperiode. Ook de enzym-activiteiten van de meeste Cyp450 enzymen nemen af 
gedurende de gehele tijdsperiode, alleen Cyp2B9-10/13/19/23 vertoonde een toename 
van de activiteit en expressie niveaus. Na 90 uur in kweek bleken alle Cyp450 enzymen 
nog steeds actief in de primaire hepatocyten. De meeste Cyp450s bleken in conventio-
nele sandwich-gekweekte ratten hepatocyten zeer snel  te verminderen, zelfs binnen de 
korte periode van 24 uur na isolatie (12, 13). Terwijl in onze studie de genexpressie-
niveaus een tragere afname in de tijd vertoonde, wat aangeeft dat de muizen hepatocy-
ten meer stabiel blijven op gebied van Cyp450 genexpressie ten opzichte van ratten 
hepatocyten, maar niet ten opzichte van menselijke hepatocyten. 
De genexpressie van fase II enzymen was, op het einde, slechts afgenomen tot 92% van 
de oorspronkelijke niveaus. Dit is in overeenstemming met verschillende studies bij 
ratten die suggereren dat, in kweek, fase II enzym-activiteiten beter bewaard worden 
dan fase I enzym-activiteiten (14, 15). 
Een globale vergelijking van de genexpressie-niveaus van fase I en fase II enzymen van 
hepatocyten van ratten en muizen heeft aangetoond dat de muizen hepatocyten een 
stabieler genexpressie-patroon vertonen dan de primaire ratten hepatocyten. 
Al deze resultaten geven aan dat het in sandwich-gekweekte primaire muizen hepatocy-
ten in vitro systeem weinig of geen inter-dier variaties heeft, wat de reproduceerbaar-
heid aantoont. Er werd aangetoond dat het systeem robuust is en dat het de metabole 
bevoegdheid beter lijkt te behouden ten opzichte van ratten hepatocyten. Op basis van 
onze genexpressie gegevens, adviseren wij een herstel periode van 42 u toe te passen 
alvorens de muizen hepatocyten te gebruikten om stress responsen, veroorzaakt door de 
perfusie-methode, te verminderen. 
Vervolgens wordt in Hoofdstuk 4 het primaire muizen hepatocyt model verder geka-
rakteriseerd door de evaluatie van genexpressie-profielen na blootstelling aan een model 
carcinogeen, namelijk BaP. Omdat we, in Hoofdstuk 2, waargenomen hebben dat de 
tijd een grote invloed heeft op genexpressie-profielen in HepG2 cellen na blootstelling 
aan BaP, werden tijdsafhankelijke effecten op DNA schade en verandering in genex-
pressie-profielen ten gevolge van BaP in primaire muizen hepatocyten onderzocht. Ook 
de dosis-afhankelijke effecten werden onderzocht in dit model. Daarvoor werden de 
hepatocyten, na een herstel periode van 42 uur, zoals aanbevolen in Hoofdstuk 3, gedu-
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rende verschillende tijdsperioden behandeld met verschillende niet-toxische concentra-
ties van BaP. 
Uit genexpressie analyse bleek dat de primaire muizen hepatocyten duidelijke tijds-en 
dosis-afhankelijke effecten, geïnduceerd door blootstelling aan BaP, vertonen. Tijdsaf-
hankelijke effecten van BaP bleken belangrijker te zijn vergeleken met de dosis-
afhankelijke effecten. Deze tijdseffecten, echter, waren zeer verschillend van die be-
schreven in Hoofdstuk 2, aangezien een continue omhoog-of omlaag-regulatie werd 
waargenomen in de primaire muizen hepatocyten, terwijl meer variatie werd waarge-
nomen in HepG2 cellen. Aangezien BaP gekend is voor het veroorzaken van een halt in 
de celcyclus in delende cellen, om beschadigd DNA te repareren, is het niet verwonder-
lijk dat de effecten van BaP verschillen tussen delende cellen, zoals HepG2 cellen, en 
niet-delende cellen, zoals primaire muizen hepatocyten (8, 16, 17, 18). 
Om de relevantie van het primaire muizen in vitro systeem verder te bepalen, werden 
genexpressie resultaten vergeleken met een muizen in vivo studie die genomische res-
ponsen aan BaP in de lever beoordeelde. Enkele gelijkenissen tussen deze twee syste-
men werden aangetoond. Maar, in de primaire hepatocyten, echter, werden meer genen 
differentieel tot expressie gebracht en werden meer gemoduleerde groepen genen ge-
vonden. Toch moet worden opgemerkt dat de gebruikte doses en dosering regimes in 
beide modellen, niet vergelijkbaar zijn, aangezien enkel één hoge dosis in vitro en 
meerdere lage dosissen in vivo gebruikt werden. 
Ook de effecten van BaP op DNA-schade, als marker van genotoxische effecten, wer-
den in primaire muizen hepatocyten bestudeerd in Hoofdsuk 4. De kleuring van 
γH2AX foci werd gebruikt om dubbel streng DNA (dsDNA) breuken op te sporen en 
DNA werd geïsoleerd om BaP-DNA-adducten te bepalen. Zowel DNA-adducten en 
dsDNA breuken bleken tijds-en dosis-afhankelijk toe te nemen. Deze tijds-en dosis-
afhankelijke invloed werd ook waargenomen in de analyse van genexpressie. De resul-
taten in Hoofdstuk 4 tonen aan dat de primaire muizen hepatocyten in staat zijn om 
gevoelig te reageren op blootstelling aan BaP: ze zijn in staat om BaP te metaboliseren, 
wat DNA-adducten en goed gekarakteriseerde veranderingen in genexpressie-profielen 
veroorzaakt. 
 
 
Klasse discriminatie 
 
Omdat het onderzoek beschreven in de vorige hoofdstukken aangetoond heeft dat pri-
maire muizen hepatocyten robuust zijn, in staat zijn de metabole bevoegdheid te hand-
haven gedurende de hele kweekperiode en in staat zijn te reageren zoals verwacht na 
blootstelling aan een bekende genotoxische kankerverwekkende stof, onderzochten we, 
in Hoofdstuk 5, de bevoegdheid van de primaire muizen hepatocyten om genotoxische 
(GTX) kankerverwekkende stoffen van niet-genotoxische (NGTX) carcinogenen te 
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onderscheiden. Omdat de duur van blootstelling een grote invloed heeft op genexpres-
sie-profielen, zoals aangetoond in Hoofdstuk 2 en Hoofdstuk 4, werd verondersteld dat 
de blootstellingsperiode ook van invloed zou kunnen zijn op klasse discriminatie geba-
seerd op transcriptomics gegevens. Primaire muizen hepatocyten werden derhalve ge-
analyseerd op verschillende tijdstippen na blootstelling aan twee GTX en twee NGTX 
kankerverwekkende stoffen. Discriminatie van GTX en NGTX verbindingen op basis 
van genexpressie-profielen, werd uitgevoerd door de ‘Prediction Analysis of Microar-
ray’ software (PAM), waarbij een ‘supervised clustering’ methode toegepast wordt. In 
de studie beschreven in Hoofdstuk 5 blijkt klasse discriminatie inderdaad afhankelijk te 
zijn van de blootstellingstijd. Het gebruik van PAM resulteerde enkel in een succesvolle 
klasse discriminatie op de latere tijdstippen, terwijl na 12 uur van de behandeling de 
verbindingen onjuist geclassificeerd werden. De zogenaamde ‘classifiers’, gegenereerd 
door PAM, werden vergeleken met elkaar en de ‘classifiers’ die na 36 uur van de bloot-
stelling verkregen werden bleken veel overlap te vertonen met die van 24 of 48 uur. 
Daarom werden alleen deze twee tijdstippen onderzocht in een validatie studie met twee 
extra GTX verbindingen. Op basis van hun genexpressie-profielen werden beide ver-
bindingen correct geclassificeerd als GTX, waaruit blijkt dat de verkregen ‘classifiers’ 
na blootstelling aan kankerverwekkende stoffen inderdaad in staat zijn onderscheid te 
maken tussen de GTX en NGTX klassen. 
Immunokleuring van γH2AX foci werd gebruikt om fenotypisch DNA-schade te contro-
leren. De γH2AX test bevestigde significante inductie van schade door de behandeling 
met GTX verbindingen, terwijl NGTX verbindingen niet in staat waren om schade te 
induceren. 
De studie beschreven in Hoofdstuk 5 toonde aan dat genexpressie-profilering in de 
primaire muizen hepatocyten het potentieel heeft om de GTX van de NGTX verbindin-
gen te onderscheiden en dat de classificatie verbeterde met toenemende behandelings-
tijd. 
In Hoofdstuk 6 hebben we vervolgens onderzocht of een primaire muizen hepatocyten 
in vitro systeem in staat is onderscheid te maken tussen GTX verbindingen en vals-
positieve GTX verbindingen met behulp van een toxicogenomics aanpak. De vals-
positieve GTX verbindingen, gekozen voor deze studie, worden beschouwd als niet-
kankerverwekkende stoffen die slechts genotoxiciteit vertonen in in vitro testen, maar 
niet in vivo. 
Omdat we in Hoofdstuk 5 vonden dat 24 en 48 uur de optimale tijdstippen zijn voor 
klasse discriminatie werden primaire muizen hepatocyten gedurende 24 en 48 uur be-
handeld met vijf echte GTX en vijf vals-positieve GTX verbindingen. Clustering van 
veranderingen in genexpressie, veroorzaakt door echte en vals-positieve GTX verbin-
dingen, met behulp van HCA, bleek een veel betere clustering op te leveren na 48 uur 
vergeleken met 24 uur, waaruit blijkt dat 48 uur meer optimaal is voor de indeling van 
waar en vals-positieve GTX verbindingen. 
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Na de toepassing van PAM voor elk geanalyseerd tijdstip voor de veranderingen in 
genexpressie, konden ‘classifiers’ geselecteerd worden wat resulteerde in een juiste 
indeling voor 9 verbindingen op beide tijdstippen. Enkel 2-Acetylaminofluorene (2-
AAF) werd ten onrechte aangezien voor een vals-positieve GTX compound. Dit kan 
worden verklaard door de specifieke genexpressie-profielen van genen die betrokken 
zijn bij apoptose en celcyclus. Deze genen worden gewoonlijk gestimuleerd door DNA-
schade veroorzaakt door GTX verbindingen (19, 20) en worden omgekeerd tot expressie 
gebracht na behandeling met 2-AAF in vergelijking met de andere echte GTX verbin-
dingen. En omdat deze genen betrokken zijn bij de indeling van de GTX verbindingen, 
wordt 2-AAF wellicht onjuist geclassificeerd op basis van genexpressie-profielen. 
De ‘classifiers’ verkregen uit PAM lijken een betrouwbaar onderscheid te maken tussen 
echte en vals-positieve GTX verbindingen, zowel op 24 en 48 uur.  Beide tijdstippen 
zijn in dit geval optimaal voor de indeling van echte en vals-positieve GTX verbindin-
gen. 
In een poging om fenotypisch een onderscheid te maken tussen echte en vals-positieve 
GTX verbindingen werden de verschillen in γH2AX foci vorming ook geëvalueerd in 
Hoofdstuk 6. Alle echte GTX verbindingen waren significant in staat om γH2AX foci 
te vormen op beide tijdstippen en enkel één vals-positieve GTX verbinding, namelijk 4-
NP, leek γH2AX foci te kunnen vormen. 
Alleen in de cellen die behandeld werden met BaP werd een significante invloed van de 
tijd waargenomen, waaruit nogmaals blijkt dat beide tijdstippen optimaal kunnen zijn 
voor de discriminatie van de echte GTX verbindingen van de vals-positieve GTX ver-
bindingen. 
De studie beschreven in Hoofdstuk 6 laat zien dat, afhankelijk van de gebruikte metho-
de, echte GTX carcinogenen redelijk goed onderscheiden kunnen worden van vals-
positieve GTX verbindingen in primaire muizen hepatocyten door genexpressie-
profilering. De meest succesvolle discriminatie werd met behulp van PAM verkregen. 
Hoewel de discriminatie niet perfect is, kan genexpressie-profilering in primaire muizen 
hepatocyten dienen als een nieuw in vitro systeem met de capaciteit om echte GTX van 
vals-positieve GTX verbindingen te onderscheiden. 
De toepassing van klasse discriminatie van GTX verbindingen met genexpressie-
profilering werd al eerder aangetoond in verschillende in vivo en in vitro studies (7, 10, 
21-37). Vergeleken met de vaak gebruikte chronische knaagdier bioassays, is het ge-
bruik van primaire muizen hepatocyten voor de screening van de genotoxische effecten 
van chemische verbindingen duidelijk een verbetering omdat het veel minder dieren 
vergt en minder tijdrovend is. Vergeleken met een aantal gerenommeerde in vitro sys-
temen, zoals de Ames-test, de muis lymfoomtest, de micronucleus test en de chromo-
soom aberratie test, kan het primaire muizen hepatocyten model een lager percentage 
vals positieve teweegbrengen aangezien alle vals-positieve GTX verbindingen, gebruikt 
in dit onderzoek,  genotoxiciteit vertoonde in een aantal goed gevestigde in vitro syste-
Thesis K Mathijs V6.pdf   158 13-10-2009   15:01:07
Nederlandse Samenvatting 
 
159 
 
men die vaak gebruikt worden om het kankerverwekkende potentieel van verbindingen 
te identificeren, maar in primaire muizen hepatocyten duidelijk apart van de echte GTX 
kankerverwekkende stoffen ingedeeld werden. Daarom kan dit model de basis vormen 
voor de ontwikkeling van een voorspellende test, die als alternatief voor de huidige 
knaagdier genotoxiciteit testen kan worden toegepast in chemische veiligheidstesten. In 
combinatie met fenotypische verankering kan dit model leiden tot het gebruik van een 
specifiek in vitro systeem dat specifieke in vivo toxiciteit kan voorspellen. 
 
 
Beperkingen en aanbevelingen 
 
Het primaire muizen in vitro model dat gebruikt werd in dit onderzoek heeft een aantal 
beperkingen met betrekking tot het gebruik ervan voor de beoordeling van de genotoxi-
sche effecten van chemische verbindingen. 
De isolatie van de primaire muizen hepatocyten met behulp van de twee-stap colla-
genase perfusie is een technisch ingewikkelde procedure en vereist enige oefening. De 
hepatocyten moeten vers uit het dier verkregen worden om hun leverspecifieke functies 
te behouden. Lange-termijn culturen van functionele hepatocyten zijn moeilijk te be-
houden, maar in een sandwich-configuratie kunnen hepatocyten voor een langere perio-
de gekweekt worden (38, 39). 
Bovendien is het muizen hepatocyt model dat gebruikt werd in dit onderzoek slechts 
berust op één lever-cel type, namelijk hepatocyten, terwijl andere lever cellen afwezig 
zijn. Vergelijking met de in vivo situatie kan ook beperkt zijn, omdat in het muizen 
hepatocyten model uitwisselingen tussen cellen en hun omgeving minder goed aanwe-
zig zijn vanwege de afwezigheid van de bloedstroom. 
Daarom wordt het gebruik van primaire humane hepatocyten als meer geschikt geacht 
om in vivo toxiciteit te voorspellen bij de mens, maar wordt echter gehinderd door de 
grote variabiliteit tussen de donoren en de beperkte beschikbaarheid van donormateriaal 
(3, 4, 5). Ratten hepatocyten zijn een alternatief voor de menselijke hepatocyten en 
worden ook vaak gebruikt, maar een snelle daling in de leverspecifieke functies, met 
name cytochroom P450 (Cyp450) enzym activiteit, wordt waargenomen. Daarom kan 
een muizen in vitro hepatocyten systeem nog het beste alternatief zijn voor de menselij-
ke situatie. Daarnaast zijn, aangezien de volledige sequentie van het muizen genoom 
bekend is (40) en transgene muizen modellen op grote schaal beschikbaar zijn, primaire 
muizen hepatocyten zijn beter geschikt zijn voor het verrichten van mechanistische 
onderzoeken van de lever toxiciteit. 
Klasse voorspelling, beschreven in dit onderzoek, was gebaseerd op het gebruik van 
bepaalde model verbindingen en bleek tijdsafhankelijk te zijn. Daarom wordt aanbevo-
len om klasse voorspelling op basis van gen-expressie profielen op meer dan een tijdstip 
te bestuderen. Op basis van genexpressie-profielen werden 11 van de 12 (92%) verbin-
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dingen juist ingedeeld. Om het systeem meer betrouwbaar te maken en om het aantal 
vals positieven te verminderen zou het onderzoek, beschreven in deze thesis, uitgebreid 
moeten worden door veel meer van deze verbindingen te gebruiken. 
Klasse discriminatie bleek ook afhankelijk te zijn van de gebruikte classificatie metho-
den. Niet alle methoden resulteren in een juiste classificatie en dus moeten verschillende 
methoden worden toegepast om een optimale klasse discriminatie te verkrijgen. 
 
 
Conclusie 
 
Het onderzoek beschreven in dit proefschrift geeft aan dat het sandwich-gekweekte 
primaire muizen hepatocyten in vitro model weinig of geen inter-dier variatie heeft, 
relatief stabiel is en haar metabole bevoegdheid langer handhaaft dan ratten hepatocy-
ten, terwijl het bijna gelijk in stabiliteit is met die van de humane hepatocyten. Op basis 
van onze genexpressie gegevens adviseren wij de toepassing van een herstel periode van 
42 u alvorens de muizen hepatocyten bloot te stellen. Primaire muizen hepatocyten 
lijken ook in staat om BaP te metaboliseren, wat vorming van DNA-adducten en veran-
deringen in genexpressie-profielen veroorzaakt. 
Dit onderzoek toont ook aan dat genexpressie-profielen, afkomstig van primaire muizen 
hepatocyten blootgesteld aan klassen van genotoxines, gebruikt kunnen worden voor 
klasse discriminatie. Een succesvolle indeling van de GTX en NGTX verbindingen kan 
verkregen worden met een verbetering in classificatie op langere blootstellingstermijn. 
Ook echte GTX carcinogenen kunnen met succes worden gediscrimineerd van vals-
positieve GTX verbindingen door genexpressie-profilering. Hoewel deze discriminatie 
niet perfect is, kunnen de primaire muizen hepatocyten een nieuw in vitro systeem ver-
tegenwoordigen dat de capaciteit heeft om verbindingen te profileren voor hun geno-
toxisch potentieel. 
Dit onderzoek heeft dus een fundament gelegd voor de verdere ontwikkeling van een in 
vitro assay met primaire muizen hepatocyten door genexpressie-profilering te gebruik-
ten om, als uiteindelijke doel, mogelijke kankerverwekkende stoffen te voorspellen. Dit 
model kan toegepast worden in de chemische veiligheid procedures aangezien zij de 
mogelijkheden hebben om gedetailleerde inzichten in het werkingsmechanisme van 
toxische stoffen te verstrekken. Door deze informatie te koppelen aan de parameters die 
in routine toxiciteit onderzocht worden (fenotypisch ankers), kan dit uiteindelijk leiden 
tot het gebruik van specifieke in vitro systemen die specifieke in vivo toxiciteit voor-
spellen. 
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